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ヒ ト動脈硬化性大動脈療に おける マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ
ー そ の発現 ･ 局在と大動脈癌形成に おける役割 -
金沢大学医学部外科学第 一 幕 座 (主 任 : 渡辺洋字数授)
笠 島 史 成
大動脈瘡ほ ∴細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分の 崩壊 に 伴 う大動脈壁 の 脆弱化 に よ っ て 生ずる と考 え られ る . 本研究で ほ ヒ ト動
脈硬化性大動脈癌 の 形成 に お い て マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ チ ア ー ゼ (m atrix m etalloprotein a se s,M M Ps) と そ の イ ン ヒ ビ タ ー
(tiss u einhibitor s of m etallopr otein a se s, TIM Ps)が 果た す役割を検討す る目 的で , 手術 時に 採取 した 腹部大動脈癌壁30例 , 拡
張を伴わ な い 粥状動脈硬化巣13例お よ び剖検例 の 滞漫性内膜肥厚 を 示 す大動脈壁 8例 に 対 し , 免疫観織化学 , ザ イ モ グ ラ
フ ィ ー ▲ 酵素産生量と酵素活性の 測定 を行 っ た . 大動脈瘡壁の 光学顕微鏡お よび電子顕微鏡的観察 で は , 中膜の 弾性線維 に 著
明な崩壊像が認め られ た . 免疫組織化学上 , M M f)-1(問質性コ ラ ゲナ ー ゼ)は主 に 内膜 の 泡沫化 した マ ク ロ フ ァ ー ジ , 内 ･ 中膜
の 平滑筋細胞 の 一 部 , 外膜 の 線椎芽細胞 と マ ク ロ フ ァ ー ジに 存在が 認め られ た . M M P-9(ゼ ラ チ ナ ー ゼ B) は 内膜の 泡沫化 マ
ク ロ フ ァ ー ジと , 中 ･ 外膜 の マ ク ロ フ ァ ー ジお よ び好中球の 一 部 に 陽性で あ っ た . M M P-2(ゼ ラ チ ナ ー ゼ A), TI M P-2 の 陽性
細胞ほ M M P-1 に 類似の 分布を示 した . M M P-3(ス ト ロ ム ラ イ シ ソ ー1) は陰性 で , TIM P-1 ほ栄養血 管の 内皮細胞に 弱陽性 で
あ っ た . 非拡張性動脈硬化 と比較 して 明 らか な増加が認め られた の は ∴M M P-1 と M M P-9 で あ り , そ の 産生は マ ク ロ フ ァ ー
ジ に よ るも の が 多か っ た . 狙織培養上清に よ る ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で は , 92 k Da, 83k Da, 66k Da,60k Da の 部位 に ゼ ラ チ
ン 分解活性が認め られ, 前 二 者は M M P-9, 後 二 者は M M P-2 と考え られ た . 滞在型 M M P-9 と思わ れ る 92k Da の バ ン ドほ大
動脈癌 に お い て幅が広く , 特 に , 癌径の 小 さい もの ほ ど幅広 い 傾向があり , M M P-2 の バ ン ドは , ほぼ 一 定 で あ っ た . α - エ ラ ス
チ ソ ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で ほ t ゼ ラ チ ン ザイ モ グ ラ フ ィ ー と同様の 分子量の バ ン ドを 認め た . カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で は ,
77～ 94k Da に M M P-9 と思 わ れ る 淡 い バ ン ドを 認 め た . 狙 織 培養 上 帝 の ゼ ラ チ ン 分 解活 性 ほ , 癌 径 と の 間 に ,
Y = 7.037- 0.674 Ⅹ(r = 0.366, P<0.05) の 有意な 相関があ り , 癌径 6c m 未満の 大動脈瘡 (4,4 7 ±3.67u/g) が , 6c m 以上 の も の
(0.97 ±1.27u/g) よ りも有意 に 高 い 活性 を有 し て い た (P<0.01). ま た , 癌径 6c m 未満 の 大動脈癖壁 ほ , 瀦渡性 内膜肥厚
(0.46±1.1 3u/g)と比較 して も有意 に高 い ゼ ラ チ ン 分解活性 を示 した (P<0.01). エ ラ ス チ ソ , コ ラ ー ゲ ン , ト ラ ン ス フ ェ リ ン の
分解活性 で は有意な所見は得 られなか っ た . 培養上 清中の M M P-1 畳ほ , 大動脈癌壁(0.124 士0.080n m oVg)が 瀬状動脈硬化巣
(0.063 ±0.054n m ol/g) よりも有意 に高値 を示 して い た (P<0.05). ま た , M M P-9 量 ほ , 大動脈瘡壁(0.145 土0.103n m ol/g) が滞
理性内膜肥厚(0.022 士0.041n m ol/g)よ り有意 に高値 であ っ た (P<0.01). M M P-2畳 ほ , 大動脈癌壁(0.161 ±0.070n m ol/g) と非
拡張性動脈硬化 と の 間に 有意差 はな く , M M P-3 量ほ い ず れ も低値であ っ た . TIM P-1 量ほ , 大動脈癌壁(1.036 ±0.639n m ol/
g)が 粥状動脈硬化巣(0.409士0.278n m ol/g), 滴漫性内膜肥厚(0.397士0.331n m ol/g) の 双 方 に 比 べ て 有意に 高値 を示 した (い ず
れ も P<0.01). TIM P-2 は全 体に 低値で あ っ た . 以上 の こ と か ら , 大動脈癌壁 に お い て は M MP-1 お よび M M P-9 が増 加 して
お り, 特に マ ク ロ フ ァ ー ジか ら産 生され る M M P-9 が, エ ラ ス テ ン お よび 他の 細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分を 分解す る こ と に よ っ
て 大動脈癌発生 , 特 に 初期病変 の 形成に 重要 な役割 を果た して い る こ とが 示 唆 され た .
Key w ords abdo min al a ortic an e u rysm , athero scle ro sis, m atrix metalloprotein as e, tissue
inhibitor of m eta1loproteina s e s
大動脈瘡 と は , 大動脈壁が内圧 に 抗 しきれず局所的に 異常拡
張 を来 した 状腰 である . 大動脈壁構造 の うち形状維持 を担 う の
は主に 中膜 で , 中膜 に存在する弾性線椎 , 膠原線経 と い っ た細
胞外 マ ト リ'ッ ク ス が 動脈壁 に 弾性 お よ び 抗張力 を 与 え て い
るl 卜3). したが っ て , これ らの 線維の 崩壊は大動脈壁 の 脆弱化を
来 し, 大動脈径の 拡大 をもた らすと考 え られ る が , そ の 過程に
お い て , 細胞外マ トリ ッ ク ス の 主要構成蛋白質である エ ラ ス チ
ン や コ ラ ー ゲ ン に 作用す る マ トリ ッ ク ス 分解酵素が大きく関与
して い る と考え られ る . な か で も マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ
ア ー ゼ (m atrix m etallopr otein a s es, M M Ps) と呼ばれ る 一 群の
酵素群 は , 生体内に 存在する ほ と ん ど全て の 細胞外 マ ト リ ッ ク
ス 成分 を中性域 で 分解する の で4卜6), 大動 脈癌 の 発生を考 える
上 で 注 目す べ き蛋白質分解酵素 で ある .
M M Ps･遺伝子 フ ァ ミ リ ー ほ , 現在ま で少 な く と も1 0種額の
一 次構造が 決定 され て い る4 ト8). こ れ らほ , そ れ ぞれ 異な っ た基
質特異性を持ち , 種 々 の 細胞 で滞在型酵素 と して 分泌 され , 紳
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大動脈癌 に お ける マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ
胞外 で活性化され る . ま た , そ の 酵素活性 ほ共通の イ ン ヒ ビ
タ ー (tissu einhibito rs of m eta1loprotein as e s, TIM Ps)に よ っ て
厳重に 調節され て お り , 生体 内で の M M P活性ほ , TIM Ps と
の 不 均衡 が 生 じた 場合 の み 作 用 す る と 考 え ら れ て い る .
M M Ps と ヒ ト疾患 と の 関連に つ い ては t こ れ ま で 多く の 研究
が な され て お り , 癌 の 浸 潤 ･ 転 移や 関節疾患等 に お け る
M M Ps の 発現 が 報告 さ れ て い る4 ト8)8) . しか し , 大動 脈癌 と
M MPs の 関係を 論 じた研究ほ少なく , 特に , 各種の M M Ps と
TIM Ps に つ い て , 総合的か つ 詳細に 検討 した 報告 は未だ み ら
れな い .
本研究 で ほ , ヒ ト動脈硬化性大動脈癌に お け る各種炎症細
胞 , 平滑筋細胞, 内皮細胞お よ び M M P-1( 問質性コ ラ ゲ ナ ー
ゼ), M M P-2(ゼ ラ チ ナ ー ゼ A), M M P-3(ス ト ロ ム ラ イ シ ソー 1),
M M P-9(ゼ ラ チ ナ ー ゼ B), 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ , TI M P-1,
TI M P-2 の 局在を 免疫鼠織化学的 に 解析 し , 合わ せ て M M Ps
の産生細胞に つ い て も検討を加 えた . また 覿織培養上清中 へ の
M M Ps, TI M Ps の 分泌量を定量 し, さ らに , 培養上 清の 各種基
質に 対する分解活性を測定 した . こ れ らの 結 果を拡張を伴わ な
い 動 脈 酎ヒ病変 と比較 , 検 討 し , 大 動脈癌形成 に 果 た す
M M Ps の 役割に つ い て 考察 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 大動脈瘡壁 と対照群大動脈壁組織
当科お よび 関連施設 に お い て 腹部大動脈癖字術の 際に 切除 し
た腎動脈下大動脈癌壁組織30例を材料 と した . 対照 と して下肢
閉塞性動脈硬化症の 手術 に て 採取 した 腎動脈下大動脈壁 の 粥状
動脈硬化巣13例, お よ び本学第 一 病理 学教室 よ り供与 され た剖
検例に つ い て , 動脈硬化 の 初期病変で ある滴漫性内膜肥厚を示
す腎動脈下大動脈壁組織 8例を用 い た . 腹部大動脈癌症例の 内
訳ほ l 男性23例 , 女性 7例 で , そ の 年齢は56～ 93鼠 平均72.2
±7･9歳 で あ っ た . 下肢閉塞性動脈硬化症症例ほ , 男性12例 , 女
性1例 で ▲ 平均年齢62.8 土5. 8歳 (4 9～ 69歳) で あ り , 剖検例
は, 男性 4例 , 女性 4例 , 平均年齢43.5 ±19.2歳(13～ 65歳)で
あ っ た ･ こ れ ら の 大動脈壁観織は l 一 部を 培養用 に 保存 し, 残
りを メ タ カ ル ソ 固定液ある い ほ過 ヨ ウ素酸 - リ ジン ー パ ラ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド(periodate-1ysin e-Par aform aldehyde,P L P) 固定液
にて 1 ～ 3 日間固定後, パ ラ フ ィ ン 包哩 した . パ ラ フ ィ ン 切片
はt H E染色 , およ び ェ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ ー ソ ン (ela stica v a
Gieso n, E V G) 染色を行い , 光学顕微鏡的に 観察 した .
Ⅱ . 大動脈壁組織の電子顕微鏡的観察
新鮮大動脈瘡壁覿織 を細切 し, 2.5 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド
(polys cie n c es, W arringto n, U.S.A .)で60分間前固定 , 2 % 四酸化
オ ス ミ ウ ム (M erck, Dar m stadt, Ger m a ny) で12 0分間後固定
し, 脱 れ ェ ボ ン 包唾 した , 弾性線維の 超徴構造的変化を観察
する 目的で 超薄切片 に 対 して ク ン ニ ソ 酸染色9)を 行 っ た . 試料
ほ日立(東京)H-60 0型電靡 で直接倍率6,000～ 軋 000倍で撮影
した .
Ⅲ . 大動脈塵組織の免疫組織染色
パ ラ フ ィ ン 切片を ヒ ス ト ク リ ア ･ エ タ ノ ー ル 系 列 で脱 パ ラ
フ ィ ン し, 0･3 %過酸化水素(三菱瓦斯化学 , 東京) ル1 %ア ジ化
ナ ト リウ ム (和光製薬, 大 阪), 98 %メ タ ノ ー ル に よる 内因性 ペ
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ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ ク を行 っ た . さ らに 1 0 %正 常 ウ マ 血 清
(フ ナ コ シ , 東京) ある い ほ正 常ヤ ギ血 清に よ り非特異反応を ブ
ロ ッ ク した 乳 一 次抗体と して 各種 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と 4℃
で18～ 24時間反応させ た . 使用 した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体は 一 抗
平滑筋細胞抗体(H H F35), 抗 マ ク ロ フ ァ ー ジ 抗体 (HA M 56),
内皮 細胞 に 対す る抗体(抗第Ⅶ国子関連抗原抗体) (D AKO,
Glostr up, De n m a rk), 各種リ ン パ 球 に 対する抗体(汎T リ ン パ
軌 U C H Ll; ヘ ル パ ー T リン パ 軌 O P D 4; B リ ン パ 乳 L 26)
(D A K O) で ある ･ 一 次抗体と反応後, ビ オ チ ン 化ウ マ 抗 マ ウ ス
IgG 抗体(Vector, Burlinga m e. U.S.A .)(H A M 56に 対 して は ビ
オ テ ン 化 ヤ ギ抗 マ ウス IgM 抗体)と30分間反応 させ , さ らに ス
ト レ プ ト ア ピ ジ ン ー ビ オ テ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体
(DA E O) と 3 0分間反応 さ せ た 後 , ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン
(3,3
'
-dia min oben zidin e tetr ahydro chloride. D A B) (Sigm a, St.
Lo u si, U ･S･A ･) 反応液(0.05 M Tris-H Cl, 0.03 % D A B, 0.006 %
H202, pH7 .6) に て発色 させ た .
同様に , 抗 M M P-1, 乙 3, 9 抗体(それ ぞれ 4 ト1 E5, 75 てF71
55-2 A 4, 56-2 A 4)▲ 抗 ヒ ト 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体(D A K O), 抗
TI M PTl. -2 抗体(そ れ ぞれ 50-2 F 6, 67-4Hl)に よ る免疫組織
染色を行 っ た ･ 抗 M M P-1, 2, 3, 9 抗体 と 抗 TIM P-1, 2 抗体
は , 本学が ん 研究所分子免疫部門岡田保典教授よ り供与 され た
もの で , そ の 特異性ほ既に 報告され て い る川卜 珊 . こ れ らの モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 を 一 次抗体と して用い , 同様 に ビ オ チ ソ 化ウ マ
抗 マ ウ ス IgG 抗体と反応さ せた 後, ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン ー ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ複合体(D A KO) と30分間反応 させ , D A B反応液
で発色さ せ た .
Ⅳ . 免疫 二重染色
M M Ps の 塵生細胞を同定す る目 的で , M M Ps に 対す る抗体
と各種 の細胞 に 対する抗体を用 い て , 同 一 風紋に 2種類の 抗原
を同時に 染色す る免疫二 重染色法を行 っ た . 二 重染色の 組 み合
わ せ は , 抗 M M P-1 抗 体 と H H F 35ま た ほ H A M 56, 抗
M M P-2 抗体 と H H F 35 ま た ほ H A M 56ま た は O P D 4, 抗
M M PT9抗体と H H F 35 ま た は H A M 56と した . ま た , 同様に
M M Ps と TIM Ps に 関 して , 抗 M M P-1 抗体と 抗 TI M P-1 抗
体 , 抗 M M P-2 抗体 と抗 TIM P-2抗軋 抗 M M P-9 抗体 と抗
TIM P-1抗体ま た は抗 TIM P-2抗体 の 組み 合わ せ で 二 重染色 し
た . 最初に M M Ps を イ ム ノ ゴ ー ル ドシ ル バ ー ス テ イ ニ ン グ
(im m u n og ldsilv er staining, IG S S) 法を 用 い て 染 色 し , そ の
後 , もう 一 方の 抗原を ア ビジ ン ー ビ オ チ ン ー ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ (avi din-biotin-alkalin epho sphatase, A B-A P) 法に て 染色
する方法用 を と っ た . 実際に は , まず脱 パ ラ フ ィ ン 切片 を 5 %
正常 ヤ ギ血 清に て非特異反応ブ ロ ッ ク し, そ れ ぞれ の M M Pに
対す る抗体と 4℃ で18 ～ 24時間反応 させ た . コ ロ イ ド金標識 ヤ
ギ抗 マ ウ ス IgG(ア マ シ ャ ム , 東京)と60分間ず つ 計 2回反応 さ
せ た後 , 2 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(glutar aldehyde)(T A A B,
Be rkshir e
】
England)で 後固定 し, 銀液(ア マ シ ャ ム)に よ る増感
を行 っ た . 次い で各切片を 0.1 M グ リシ ソ 塩酸緩衝液 pH2.2 中
で 撹絆 しな が ら90分間洗浄 し, A B- A P法に 移行 した . そ れ ぞ
れ の 細胞 ま たは TI M Pに 対する抗体と60分間反応させ た後 , ビ
オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG 抗体(H A M 56に 対 して ほ ビオ チ ソ
化ヤ ギ抗 マ ウ ス IgM 抗体)と30分間反応 させ , ア ピジ ン ー ビ オ
periodate-1ysin e-pa rafor m aldehyde; P M S F, phenylm etha n e s ulfo nyl flu ori de; TIM P, tissu e･inhibitor of
m etalloprotein as es
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チ ソ ー ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複合体(Ve ctor) と3 0～ 40分 間
反応 させ た 後 , ア ル カ リ ホ ス フ ァ ク ー ゼ 発 色 試薬 (Ve cto r
Red, Vecto r) に て 発 色 さ せ た . そ の 際 , 基 質 溶液 中 に ほ
1m M レ バ ミ ゾ ー ル (1e v a mis ole, Vector)を 加え , 内因性ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活性を 阻止 した .
Ⅴ . 大動脈星組織 の培養
Ⅰ . で得 られ た大動脈癖壁狙織お よび対照群大動脈壁組織を
無菌的 に 1×lxlm m 大 に 締切 し , そ の 組織片1 0～ 1 5個 を
0.2 % ラク トア ル ブ ミ ン 水解物(G ibc o, Ne w York, U.S.A .) 含有
R P M I培地1640液(Gibco)2ml 中で 37℃ 24時間培養 した . 培
養液を採取後 1 0.2 % ア ジ化 ナ トリ ウ ムを 添加 し , 10,000rpm ,
5分間遠心 して , そ の 上 清を - 20 ℃ で保存 した ∴組織片 は凍
結乾燥 して重量を測定 した .
Ⅵ . ゼ ラチ ン , α - エ ラス チ ン, お よび カゼイ ンサ ブ ス ト レ ー
トゲ ル に よ る分解パ タ ー ン の検索
Hibbs ら
1 5) の 方法 に 従 い , ゼ ラ チ ン (2mg/ml)を 含む ポ リ ア
ク リル ア ミ ドゲ ル (8 %ア ク リ ル ア ミ ド)を作製 し, 上 述 の 培養
上 帝を非還元状態 , 4 ℃ で電気泳動 した . 培養上 清の 量は 培養
の 際に用 い た 組織 の 乾燥重量が 一 定 とな る よ うに 調整 した , ゲ
ル を 洗 浄 用 緩衝 液 (50m M Tris- H Cl, 1m M ZnC12 , 1 0m M
CaCl2 , 2.5 % トリ トン Ⅹ , 0.02 % Na , , pH 7.5)で 洗浄 した 後,
Tris-NaC トCa (T N C) 緩 衝液 (50m M Tris- H Cl, 0.15 M NaCl,
1 0m M Ca.Cl2 . 0.02 % Na ｡ , pH7.5) 中に 37 ℃ で17時間反応 させ
た . ゲ ル は ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル ー (Co o m a s sie bri11ia,nt
blu e)で 染色 した後脱色 し, ゼ ラ チ ン 分解 パ タ ー ン を 検討 した .
同様に , α - エ ラ ス チ ン (1.2mg/ml)を 含む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲル (8 %ア ク リ ル ア ミ ド), お よ び カ ゼ イ ン (lm g/ml)を 含むポ
リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (11 %ア ク リ ル ア ミ ド)を 作製 して , そ
れぞれ 培養上帝の 泳動を行い , α - エ ラ ス チ ン 分解活性 , カ ゼ イ
ン 分解活性の 検討 を行 っ た . こ の 場合 の ゲル 反応時間は24時間
と した . 分子 量標準試薬 と して , ホ ス ホ リ ラ ー ゼ b (94k Da)
(Sigm a), ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ソ (77k Da) (Sigm a), ウ シ 血 清ア
ル ブ ミ ン (68k Da) (Sigm a), ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖(55k Da)
(Sigm a), 卵白 ア ル ブ ミ ン (43k Da)(Sigm a), カ ル ポ ニ ッ ク ア ン
ヒ ドラ ー ゼ (29k Da) (Sigm a)を用 い て , それ ぞれ の 消化バ ン ド
の 蛋白分子量を算定 した .
Ⅶ . 酵素抑制試験
ゼ ラ チ ン サ ブス ト レ ー ト ゲ ル に 培養上 清の 同 一 試料を 5 レ ー
ン 泳動 し, 各 レ ー ン を 切り離 した . そ の ゲ ル の ひ と つ を T N C
緩衝液 に て , 37 ℃ 17時間反応 さ せ , 残 り の ゲ ル を , E D T A
(Sigrn a)20m M , セ リ ン プ ロ テア ー ゼ(serine pr otein a se) 阻害剤
の フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ リ ド (phe nylm etha n e
S ulfo nylflu oride, P M S F)(Sigm a)2m M , シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー
ゼ (cystein e pr otein a s e) 阻害剤の N- エ チ ル マ レ イ マ イ ド
(N- ethylm alei mi de, N E M) (Sigm a)5m M , ま た ほ ア ス パ ラ ギ ソ
酸 プ ロ テ ア ー ゼ (a spartic pr otein as e)阻害剤 の ぺ ブ ス タ チ ソ A
(pepstatin A)(Sigm a)0.5m M 存在下の T N C緩衝液中で同様 に
反応 させ て 比較 した .
Ⅶ . ゼ ラ チ ン , エ ラ ス テ ン , コ ラ ー ゲ ン , お よび トラ ン ス
フ ェ リ ン 分解活性の測定
Harris ら
16)の 方法 に従 っ て , 滞在型 M MPs の 清性化作用を有
す る p- ア ミ ノ フ ェ ニ /L･酢酸第二 水銀(p-a min ophe nyl m e rc u ric
a c etate, A P M A) (Sigm a)1m M, P M S F 2m M, N E M 5m M 存在
下 で l ‖C- ゼ ラチ ン を基質 と して 培養上清の ゼ ラ チ ン 分 解活性
を測定 した . Ⅰ4C- ゼ ラ チ ン は , 精製 した 酸可 溶性 Ⅰ型 コ ラ ー ゲ
ン を
】4
C-無 水酢酸(0･37～ l･1 G Bq/m m ol, ア マ シ ャ ム) で 標識
し , 熱変性(60℃ , 30分 間処理) に よ りゼ ラ チ ン 化 して 使用 し
た . ま た , 同様 に , 不 溶性 エ ラ ス チ ン を
3H-水 酸化 ホ ウ素ナ トリ
ウ ム (3･7～ 30 G Bq/m m ol, Du Po nt, Bosto n, U･ S･ A .) に て 標識
した 3H- エ ラ ス チ ソ を 基質と して エ ラ ス チ ン 分解 活性 を測定 し
た . コ ラ ー ゲ ン お よ び トラ γ ス フ ェ リ ソ 分解活性 の 測定 に 際し
て は , 培養上 帝を 1.5m M A P M A と 37 ℃で20時間反応 させた
後 , 2rnM P MSF, 5m M N E M を加 え てか ら用 い た . Ca w ston
ら
1T)の 方法に 従い , 酸可 溶性 Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン を 14C-無 水酢酸で
標識 した 14C- Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン を基質 と して コ ラ ー ゲ ン 分解活性
を測定 した . ト ラ ン ス フ ェ リ ソ 分解活性は ! O kada ら18)の 方法
に従 っ て , ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン を
3
H- ヨ ー ド酢酸 (3.7～ 1l.1
G Bq/m mol, Du Po nt) で 標識 した 3H- カ ル ポ キ シ ル メ チ ル 化 ト
ラ ン ス フ ェ リ ソ (c arbo xym ethylatedtra n sferrin, Cm -Tf) を基
質と して 測定 した . 分解 活性 ほ t 培養 に 使用 した 乾燥魁織重量
1g あた り の 単位(u/g)で 表 した . 1単位 とは , そ れ ぞれの 基質
を 37 ℃ に おい て 1分間に レ唱 分解す る活性であ る,
Ⅸ . 組織培養上清中の M M Ps お よぴ TI M Ps の 定量
培養上清中の M M P-1, 2, 3, 9 お よび TI M P-1, 2 を , 富士薬
品工業 , 岩 田和士 博士 らの 御 協力に よ り , サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ
ア ッ セ イ 法1 3) 柑)に て 定 量 し た . 測 定 し た M M Ps お よ び
TI M Ps の 量ほ , 培養 に 用 い た 乾燥組織重量 1g 当た り の m ol
数で表 した .
Fig.1. Light micr ogr aph of a n ab domin al a ortic w allwith
an e u rys m al dilatio n, Showing m arked degr adation df
m edial eIa sticla m ella e. Elastic a v a nGie s o n stain . ×10,
大動脈癌 に おけ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ
Ⅹ . 統計学的検討
測定値は平均値 ±標準偏差 で 示 し , 各群 間に おけ る 比較 は
Ma n n-W h 血ey 検定を用 い た . 癌径 と の 関係ほ 直線 回帰分析に
て 一 次関数を 求め , 分散分析で 検定 した . 危険率 5 % 未満 を
も っ て 有意と した .
成 績
f . 光学顕微鏡的観察
H E染色 では , 大動脈癌壁 は ▲ い ずれ も高度 の 粥状硬化 を 呈
して お り , 内膜の 表 面に ほ血 栓の 付着 が認め られ た . 全層性に
炎症細胞 の 浸潤があり , 内膜に は泡沫細胞が随所に み られ , ま
た , 外膜 を中心 と して リ ン パ 球が散在性あるい ほ 集族 して 認め
られ た ･ 形質細胞や好中球も少数認め た . E VG 染色で ほ , 高度
の 粥状硬化を示 す内膜 の 弾性線維 は殆 ど消失 し, 非薄化 した 中
膜の 弾性線維も断裂が 目立ち , 消失 して い る部分も多く認め ら
れ た (図1).
Ⅱ . 電子顕微鏡的観察
大動脈癌壁 の 透過電子顕微鏡 に よ る 観察で は 一 種 々 の 崩壌過
程を 示 す弾性線維が認め られ た . 崩壊中の 弾性線維は図2 の よ
うに タ ン ニ ン 酸陽性の 無構造部分に 電 子 密度 の 低下 した亀裂様
構造や微細 フ ィ ラ メ ン トか らな る フ ェ ル ト様構造が出現 して お
り , ま た無構造部分が消失 し, マ イ ク ロ フ ィ ブリ ル の みが 残存
して い る部位もみ られ た .
Ⅲ ･ 大動脈瘡壁 に お け る細胞の免疫組織化学的局在
内膜に ほ 散在性 に 平滑筋細胞 が認め られ た . 中膜の 平滑筋細
胞に は配列の 乱れ と数 の 減少が み られ , 部分 的に 脱落 して い
た･ また , マ ク ロ フ ァ ー ジほ全層 に 多数浸潤 して お り , 内膜に
みられ るもの の 多くは 泡沫細胞 の 形態を 呈 して い た . 内皮細胞
は大動脈の 内脛面 に 僅か しか存在せず , 主 に 中 ･ 外膜の 栄養血
管が染色され て い た . T リ ン パ 球ほ マ ク ロ フ ァ ー ジに 比 べ ると
少数であ っ た が , 全層 に 散在性に 認め られ , 外膜で は部位に よ
り集族 して 存在 して い た . ヘ ル パ ー T リ ン パ 球ほ 汎 リ ン パ 球の
1/3 から 1/2 を占め て い た . B リ ン パ 球は 主 に 外膜 を中心 と
して 集簾 して お り, 外膜 で は 症例に よ っ ては T リン パ 球よ り多
数認め られ た .
対照 と して 用 い た拡張性変化の な い 粥状動脈硬化巣 で ほ , 内
掛こ大動脈癌と同様 , マ ク ロ フ ァ ー ジの 浸潤を 認め た が , 中 ･
Fig･2･ Ele ctr o n mic rogr aph ofthe m edia of a n a n e urys m al
aOrta, Sho wing degr aded ela stic fiber(arrow). Ta n nic acid
Stain. ×10,000.
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外膜 に おい て ほ軽度で あっ た ･ T リン パ 球数ほ , 内膜で ほ大動
脈癌 よ りやや 多く , 中 ･ 外膜 では少 なか っ た . ヘ ル パ ー T リン
パ 球 の 割合は大動脈療 と同程度であ っ た . B リ ン パ 球は ごく少
数外膜に 認め られた ･ 硝漫性内膜肥厚の 大動脈壁で は , 内膜 と
外膜 に ごく軽度の マ ク ロ フ ァ ー ジと T リン パ 球の 浸潤を 認め る
の み で あ っ た ■ それ ぞれ の 病変に おけ る炎症性細胞 の 局在 に つ
い て は , H E染色の 所見とあわ せ 模式化 し図3に 示 した .
Ⅳ ･ M M ト1, 2, 3, 9 お よび TI M ト1, 2の 免疫組織化学的局
在
M M Ps お よ び TIM Ps の 染色性を , 内 敵 中臥 外膜の 全細
胞成分 に 占め る陽性細胞 の 割合 で評価 した , 陽性細胞が 0の 場
合 を - , 陽 性 細胞 の 比 率 が 1 ～ 25 %∫ 26～ 50 %, 51～ 75タ古,
76～ 100 %の 場合を それ ぞれ 士, 十, 札 榊 と表 した(表1). 好
中球 エ ラ ス タ ー ゼ ほ , 内膜に 付着 した血 栓中や外膜の 栄養血管
札 また ほ手術の 際 の 剥離面に の み認め られ たた め 除外 した .
Fig･3･ Sche m atic diagram of distribution of inflarn m atory
Cells ofthe ab domin al aortic w a11 with ane urysm (A A A),
ather o m ato u splaqu e(A P), Or diffu se intim al thicke ning
(DI T), Sho wing a gr e ater 汀u mber of m a c rophages a nd
lyrnpho cyte sin the ab domin ala ortic a n e urys m tha nin the






















Fig. 4. Im m u n olo c aliz atio n of M M Ps in the abdominal a ortic a n e u rys m . (A): M M P-1･ (B): M M P-2･ (C): M M P-3･ (D):
M M Pq9. M M P-1 w aslo c alized inthe fo a m c ells, Spindle c ells, and round c eus of the wal1, a nd M M P
-2 w a slo c aliz ed in a
si mi la rpattern. M M P-9 w asfo u nd m ainly in the fo a m c ells of the intim a a nd r o u nd c ells of the adv e ntitia･ M M P
-3 w as










Fig. 5. Im m u n ol caliz atio n of TIM Ps in the ab dominal
a ortic a n e u rys m･
.
(A): TIM P-1･ (B): TIM P-2･ TI MPTI
W a S W e akly lo c alized in the c ells of v a sa v as o ru m, and
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Fig. 6. Im mun o-do uble staining of M M Ps a nd c ells in the
a ne urys mal w al1. (A): MM P-1 (bla ck) and m ac rophage
(red). (B): M M P-2(bla ck) a nd m a cr ophage (r ed). (C):
M M P-9 (bla ck) a nd m a cr ophage (r ed). (D): MM Pp2
(bla ck)a nd s m o oth m u scle c ell(red): Suqu entialI GS Sa nd
avi din biotin im m u n o alkline phosphatas epro c edur e s. A
-D
X200.
大動脈癌 に おけ る マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ
免疫組織化学上 , 大動脈癌壁 の M M P-1 は, 内膜で は比較的多
数の 細胞に 陽性 であり , 泡沫細胞 , 紡錘形細胞 , 類 円形細胞の
胸体に そ の 存在 が認め られ た (囲4 A). 中膜 で は紡錘形細胞 の
過半数に 陽性 であり , ま た 】 外膜 の 紡錘形細胞 , 頬 円形細胞も
多数染色 され た . M M P-2 は M MP-1 に 類似 した 分布 を示 した
が, 全般に 陽性細胞数が よ り多く認め られ た( 図4B). また 個 々
の細胞で は胞体 よ りも細胞膜 に 強く染色 され て い た . M M P-3
は全 例 で 陰性 で あ っ た (図4C). M M P-9 は, M M P-1 や
M M P-2 と比較する と陽性細胞数ほ少 なか っ た が , 内膜 の 泡 沫
細胞と中 ･ 外膜 の 煩円形細胞 に 存在が認め られ た (図4 D). 外
膜の 好中球 の
一 部も M M P-9 陽性 で あ っ た . TI M P-1 は栄養血
管の 内皮細胞 に 弱陽性だ っ た (園5 A), TIMP-2 の 陽性細胞 は
M M P-2 とほぼ同様 の 分布を 示 し, 壁全層 に 多数の 陽性細胞 が
認め られ た (図5B),
対照 の 粥状動脈硬化巣 で は , MM P-1 の 陽性細胞 ほ t 内膜 で
大動脈癌 とほ ぼ 同様 で あ り, 中等度か ら比較的多数の 細胞が染
色され て い た . 一 方 中 ･ 外膜で は , 陽性細胞 は少数であ っ た .
M M P-2 に関 して は ! 全層 で大動脈癌 と同 じく高い 陽性率 を示
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した . M M P-3 は陰性で あ っ た . M M P-9 は内膜 と外膜 に少数の
陽性細胞 が認め られ た . TI M P-1 は 栄養血 管内皮細胞に弱陽性
で あ っ た 1 TIM P-2 は内 ･ 中膜 で は 大動脈癌 と同様 , 多数の 陽
性細胞を認め た が 外膜 で ほ 比較的少数であ っ た .
滴漫性内膜肥厚の 大動脈壁 に お け る 免疫染色 で は ▲ MM P-1
陽性細胞 ほ内膜に少数 み られ , M M P-2 ほ中膜に お い て 前 二 者
と 同様 , 多数の 紡錘形紳胞が染色 され たが 内膜と外膜で は少数
であ っ た . M M P-3 は陰性 であ っ た . MM P-9 は 一 部の 症例の 外
膜に ごく少数染色され るの み であ っ た . TIM P-1 は, 前 二 者同
様, 栄養血 管内皮細胞に 弱陽性 で あ っ た . TIM P-2 ほ , 内 ･ 中
膜 に 多数染色さ れ たが , 外膜 の 陽性細胞数は少な か っ た .
Ⅴ . 免疫 二 重染色
大動脈癌壁に お ける M M Ps の 産 生細胞を同定す るた め , 二
重染色を行 っ た . 先ず M M Ps を IG S S法 で黒く染色 L, 次 い
で A B-A P法を 用 い て マ ク ロ フ ァ ー ジを赤く免疫染色 した . 図
6 A の 如く , ''7 ク ロ フ ァ ー ジの 胸体 に M M P-1 が染色 され , マ
ク ロ フ ァ ー ジ に よ る M MP-1 の 塵生が証明され た . 同様に , マ
ク ロ フ ァ ー ジ に M M P-2 の 存 在 が 認 め ら れ た ( 図6B).
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Fig･ 8･ a- ela stin zym ogra m of the c ultu r e･m edia fh〕m the
a･ne u ryS m altiss u e･ Lysis of the s ubstr ate is fou nd at the
m ole c ular w eight of 92 k Da(arro w).
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M M P-2 は単染色の 所見と同 じく ▲ 特に 細胞膜 に 強く染色 され
て い た . また き M M ト9も マ ク ロ フ ァ ー ジの 胸体 に 認め ら れ ,
マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の 産 生が 確認 され た ( 図6 C). 同様 に ,
A B- A P法に て 平滑厳細胞を免疫染色 し , M M Ps の 存在 の 有無
を検討 した . 図 6 Dの 如く , 平滑筋細胞 の 細胞膜 に M M P-2 が
染色 された . M M P-1, M M P-9 も M M P-2 ほ ど明瞭 で ほ なか っ
た が , 平滑筋細胞 の 胞体 に 存在が認め られ た . M M P-2 に つ い
て は ▲
一 部 の O P D4陽性 ヘ ル パ ー T リ ン パ 球 の 細胞膜 に も存在
が証明された .
さらに , M M Ps を IG S S法で 染色 . TIM Ps を A B-A P法 に
て 染色 し , ニ 重 染色 と した . 大 動脈瘡壁 の 内 ･ 中膜 で は 1
TI M P-2 陽 性 で あ る 類円形細胞 や 紡錘形細胞 の 細胞膜 に ,
M M P,2 が染色 され て い た . ま た . 外膜 では よ TI M P-2陽性 の 紡
錘形細胞の 細胞膜 に M M P-2 が陽性と い う所見 が多く認め られ
た . M M Ps と TIM Ps の そ の 他の 組み合わ せ で は , 同 一 細胞に
おけ る両者 の 共･存 は明 らか で は なか っ た ,
Ⅵ . ゼ ラチ ン , α- エ ラ スチ ン , およびカゼイ ンサ ブ ス ト レ ー
トゲ ル に よる分解パ タ ー ン








Fig. 9. Inhibiton studies of the cultur e media,fr o m the
a ortic tiss u e s. Gelatinolytic activit主e s with 92 k Da, 83
k Da., 66 k Da a nd 60 k Da w e reinhibited by E D T A, butn ot
by the otherinhibitor s, indic ating that thes epr otein a se s
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Fig.10. Regre s sio n a n alysis of gelatin olytic a ctivity a nd
dia m eter of a n e u rys m. Y = 7.037
- 0.674 Ⅹ, r = 0.366,
P < 0. 5.
を サ ブ ス ト レ ー ト と した ザ イ モ グ ラ フ ィ ー を施行 した . ゼ ラチ
ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で 咤 , 大動脈癖壁 の 培養上清 に , い ずれも
92k Da･ 66k Da･ 60kDa の ゼ ラ チ ン 分解活性 を認 めた (図7a ～f).
症例 に よ っ て は 83 kDa に も淡い バ ン ドが 認 め ら れ た . 66k Da
と 60k Da に み られ た 活性 パ タ ー ン は , どの 症例 に お い て もほ
ぼ 一 定で あり , 66k Da に 一 様 な比較的幅広い バ ン ドが み られ ,
60k Da に はそ の 1/3程度の 狭い バ ン ドが 出現 して い た . 一 方 ,
92k Da の バ ン ドは , 全般 に 66k Da の バ ン ド よ りもさ ら に 幅が
広く , そ の 中で も , 大動脈癌径が小さ い も の ほ ど幅が 広い とい
う傾向を認め た . 83k Da の 活性と 癌径 と の 関係ほ明 らか で ほな
か っ た .
粥状動脈硬化巣 の 培養上清で は , 66k Da, 60k Da の バ ン ドほ
大動脈瘡 と同様で あ っ た (図7g). そ れ に 対 し , 92k Da の バ ン ド
は幅 が狭く , ほ と ん ど の 例で ほ 66k Da の バ ン ドと 同等 な い し
狭い バ ン ドを 有 して い た . 83k Da の 特性 ほ 一 部 の 症例 に の み認
め られた . 滞漫性内膜肥厚 の 大動脈壁 に お い て も , 66kD
､
a と
60k Da の バ ン ドが 認め られ た が , 大動脈瘡や粥状硬化巣と比較
する と , そ の 幅 ほ 若干狭 い も の で あ っ た (図7h). ま た ,
92k Da の 活性 は 認め な い か , ごく 僅 か に 存 在す る の み で あ っ
た .
α-エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー の 結果 は , ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ
ラ フ ィ ー とほ ぼ 同様で あ り , 92k Da, 66k Da, 60k Da, 症例によ っ
て ほ 83k Da の バ ン ド に 分解活性 が認 め られ た . ゼ ラ チ ン ザイ
モ グ ラ ム に 比 べ る と全体に バ ン ドは淡く 1 92k Da 以外の バ ン ド
はや や 不 明瞭であ っ た . そ の 代表例を図8 に 示 した .
カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で は , 77～ 94 k Da の 間に ごく淡い
複数 の バ ン ドを 認め るの み で あ っ た .
Ⅶ . 酵素抑制試験
酵素抑制試験 で ほ , 大動脈癌壁 お よ び対照の 動脈硬化巣 の組
織培養上清 に お い て 認め られ た 92k Da,83k Da,66k Da,60k Da の
ゼ ラ チ ン 分解活性ほ ▲ P M S F, N E M お よびペ プ ス タ チ ソ Aで は
抑制 され ず , E D TA での み に 阻害さ れ た (図9). こ れ らの 酵素
活性は M M Pで あ る こ と が 証明さ れ , 分 子量 の 大き さ か ら
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考 え られ た ･ また , 66k Da の 活性は 中間型 M M P,2,60k Da は活
性型 M M P-2 に 相当す ると 考え られ た .
Ⅷ ･ ゼ ラ チ ン , エ ラ ス チ ン , コ ラ ー ゲ ン , お よびトラ ン ス
フ ェ リ ン 分解活性
14
C- ゼ ラ チ ン を 基質と して測定 した 大動脈療壁組織培養上帝
の ゼ ラ チ ン 分解活性 と , 大動脈癌壁 との 関係を図10 に示す. ゼ
ラ チ ン 分解活性 は瘡径 の 小 さ い も の ほ ど高 い 傾 向が あ り ,
Y = 7･03ト 0･674 Ⅹ(r = 0･3阻 P < 0. 5)の 有意な相関が認め られ
た ･ ま た , 癖径 6c m を境 に 2群に 分け ると ∴瘡径 6c m 未満の
大動脈癌壁 の 培養上清(4.47 ±3.67u/g) は , 6c m 以上 の もの
(0･97 士1･27u/g) よ りも有意に 高い 活性を有 して い た (P < 0. 1)
(囲11)･ 対照の 動脈硬化と比較する と , 癌径 6c m 未満 の 大動脈
癖壁は , 爛漫性内膜肥厚(0･46 土1.13u/g) よ りも有意 に 高 い ゼ
ラ チ ン 分解活性 を 示 し た (P < 0. 1). 粥 状 動脈硬化巣 (3.70
±3･53u/g) と は 有意差 は認め られ な か っ た が , や は り 瘡径
6c m 未満の 大動脈瘡壁 の 方が ゼ ラ チ ン 分解活性 が よ り 高い 傾
向に あ っ た .
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Fig･12･ Am ou nts of M M Ps and TIM Ps se cr eted in the
C ultu re m edia by the aortic tiss u e swith a n e urys m(A AA)!
ather orn ato us plaqu e(A P), Or diffus eintim al thicke ning
(DI T)･ T he s epr otein s w er e m e a s ur ed by the sa ndwich
e n zym eim m u n o as say. Ea ch bar r epre s ents m e an土S D.
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型 コ ラ ー ゲ ン を基質 と した コ ラ ー ゲ ン 分解 活性 は , 大動 脈瘡
径 , 対照 の 動脈硬化 の い ずれに お い て も検出されな か っ た .
3H-Cm てf を基質 と して 測定 した ト ラ ン ス フ ェ リ ソ 分解 活性
は , 大部 分が 検出されなか っ た が , 大動脈瘡壁 (0.78 ±1.87u/
g) と粥状動脈硬化巣(0.1 5 土0.51u/g) の 一 部の 症例で は 僅か に
活性を 認め た .
Ⅸ . 組 織培養上清中の M M Ps お よ び T I M Ps の 定量
サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ法 に て組織培養上清中に 放出さ
れ た M M Ps と TI M Ps の 量 を測定 した(図1 2). 大動脈癖壁 の 培
養上清 に お け る M M P-1 量の 平均値 は 0.124 土0.080n m ol/g で
あ っ た . 対 照の 動脈硬化病変 の M M P-1 量は ∴粥状動脈硬化巣
で ほ 0.063 土0.054n m ol/g, 硝 慢性内膜肥厚で ほ 0.076 士0.083
n m ol/g で , 大動脈瘡壁の M M P-1 量 が粥状動脈硬化巣よ り有
意に高値 を 示 し て い た (P<0.05). M MP-2 ほ ! 大動 脈癌壁が
0.1 61 土0.0 70n m oI/g で , 粥状 動脈硬化巣 (0.11 9 ±0.047n m ol/
g), 溺漫性内膜肥厚(0.130 ±0.04 5n m ol/g)と の 有意差 は認め ら
れ な か っ た . M M P-3 ほ概 し て 低値 で あ り , 大 動 脈 癌壁
(0.025 ±0.020n m ol/g) ∴粥状動脈硬化巣(0.016 ±0.010n 皿 0レ′g),
硝漫性内陸肥厚(0.026 ±0.024n m ol/g)との 間に 有意差 を認め な
か っ た . M M P-9 に関 し て は , 大 動脈癌壁 に お け る 平均値 が
0.145 土0.1 03n m ol/g で , 瀦 漫性内膜肥厚 (0.022 士0.041n m ol/
g) よ り 有意 に高値 であ っ た (P < 0.Ol). ま た ト 粥状動脈硬化巣
(0 月99±0,079n m ol/g) も滞慢性内膜肥厚よ り有意 に 高値 を 示 し
て い た (P < 0. 5). 大動脈癌径と M M Ps 量 との 相関ほ い ずれ も
認め られ なか っ た が , M M P-1 と M M P-9 につ い て は , 有意差
ほ な い も の の 6c m 未満 の 大動脈癌壁 に よ る培養 上漕が , 6c m
以上 の も の よ り若干高 い 値を 示 す傾向があ っ た .
TI M P-1 量は , 大動脈癌壁(1.036 ±0.639n m ol/g)が , 窮状動
脈硬化巣 (0.409 ±0.278n m ol/g), 滞 漫 性 内膜肥 厚 (0.397 ±
0331n mol/g) の 双 方に 比べ て , 有意に 高値 を示 した (い ずれ も
P < 0. 1). TIM P-2 ほ全 体 に 低値 で あ っ た が , 大 動 脈 癌壁
(0.064 ±0.034n m ol/g) と粥状動脈硬化巣 (0.063 士0.031n m ol/g)
は , 滞漫性内膜肥厚(0.11 2 ±0.048n m ol/g)よ りも有意 に 低か っ
た(P < 0. 5). また , TIM P-1, TIM P-2 ともに 大動脈癌径 との 有
意な相関ほ認め られ なか っ た が , TIM Pェ1 で はt 6c m 未満の 培
養上 漕が や や 高値を示 して い た .
考 察
動脈硬化性大動脈癌 はそ の 頻度と 破裂 に よ る死亡 率 の 高 さか
ら臨床的に も重要視 され て い る疾患である が
20)
, そ の 成 因 は 未
だ 明らか で な い . 大動脈壁 の 拡張性変化ほ ∴弾性線維や膠原線
維な どの 細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分の 崩壊に 伴う壁 の 脆弱化 に よ
る もの と 考え られ て お り
l)､ 3)
, 大 動脈痺 の 形成 に お い て マ ト
リ ッ ク ス 分解酵素が重要な役割を果た して い る と推測 さ れ る .
細胞外で の マ トリ ッ ク ス 分解 に主 役を 演 じて い る の ほ セ リ ン プ
ロ テ ア ー ゼ , メ タ ロ ブ ロ チ ア ー ゼ な どの 中性プ ロ テ ア ー ゼ で あ
り, 特 に , 生体 内に存在する ほ と ん ど全て の 細 胞外 マ ト リ ッ ク
ス 成分 を中性域 で分解す る M M Ps が , 最近 ∴注目を 浴び て い
る4 ト8). M M P遺伝子 フ ァ ミ リ ー は , 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解能
を有す る 一 群 の メ タ ロ ブ ロ チ ア ー ゼ で , 暗性 中心 に Zn
2十
を 有
し酵素活性に は Ca2 十を必要とする こ と , 滞在型酵素 と し て 分
泌され細胞外 で活性化 され る こ と , それぞれの 酵素 の 一 次構造
に ほ高い 相同性 が み られ る こ と , 共 通の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る
TIM Pに よ っ て 活性 が阻害 される こ と , な どの 共通 した 性質を
もつ . 現在 ま で に10種煩 の M M Ps の 一 次構造が 決定 され て お
り, 癌細胞 の 浸潤 ･ 転移 をは じめ と して , 種 々 の 病的状態に お
け る M M Ps の 関与が 知 られ て い る .
大動脈癌壁 に おけ る マ ト リ ッ ク ス 分解 活性 の 有無 に つ い て
ほ , 近年 に な っ て , 様 々 な報告が な され るよ うに な っ た . 1 980
年 , 凱 s uttil ら
21) は , ヒ ト動脈硬化性大動脈癌壁組織 の 抽出液
が コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 を有する こ と を報告 した . 彼 らは こ の 分解
活性と大動脈癌径 が 正 の 相関を示 して い た こ と , また活性が 対
照 の 非拡張性動脈硬化性大動脈壁 に 認 め ら れ な か っ た こ と か
ら , 内因性の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 分解活性が大動脈癌の 拡張お よ び破
裂 の 原因で ほ な い か と 考え た . 次い で , Dobrin ら22)はイ ヌ およ
び ヒ トか ら採取 した 動脈を 用 い た 実験 で コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 動脈破
裂を生 じさせ る こ とを 示 し , コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る コ ラ ー ゲ ン 分
解が動脈壁 の 破綻 に 重要であ ると 結論 した . 一 方 , Zarin s ら23〉
は , サ ル 大動脈壁を人為的 に 狭窄 し, 末梢 に 生 じた拡張部動脈
壁に コ ラ ー ゲ ン 分解活性 の 上 昇を 認め , ヒ ト大動脈癌 の コ ラ ー
ゲ ン 分解括性上 昇ほ血 行動態 の 変化に 対する反応 に すぎな い と
主 張 した . また , Po Ⅵ杷11 ら
1)24)25) の グ ル ー プほ , ヒ ト 大動脈壁の
コ ラ ゲナ ー ゼ 活 性が , 非破裂性大動脈癌 で 上 昇せ ず, 破裂性大
動脈癌で の み上 昇 して い た と い う所見を得 , 破裂例に おけ る コ
ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 上昇 ほ炎症細胞浸潤 に よ る刺激 , ま た は結果に
よ るもの で あ り , コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性が 癌形成や破裂の 原困で あ
る とする根拠は な い と述 べ た . さ らに , 彼 らは , 大動脈療壁中
膜 の エ ラ ス チ ン 量の 著減と , そ れ に相関 した ェ ラ ス タ ー ゼ 活性
の 上 昇を 認め , そ の 酵素活性は高度 の 大動脈粥状硬化症に 認め
られ る白血 球 エ ラ ス タ ー ゼ と ほ 異寧る性質をも つ こ とを 明 らか
に した . Rizz oら
2)
は t マ ト リ ッ ク ス 成分の 解析 か ら, 大動脈癌
形成 は コ ラ ー ゲ ン で は な く ェ ラ ス テ ン の 変性 の 結果で あろうと
報告 し, 加 えて , Lehn ert ら26)に よ っ て , 腎動脈下で は大動脈壁
の エ ラ ス チ ン 代謝 が充進 して い る こ と , 大動 脈癌壁 が高 い エ ラ
ス テ ン 分解活性 を有す る こ と が報告 され , 大動脈癌形成に おけ
る エ ラ ス タ ー ゼ活性 の 役割も注 目 され るよ う に な っ た .
また最近 , 大動脈癒壁 に 存在す る と思わ れ る こ れ らの 酵素活
性を同定す る研究が行わ れ る よう に な っ た . W ebste r ら2
T) は ,
大動脈癖壁に は 高い コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 が 認 め られ , そ の 活性
は , 金属 キ レ ー ト 剤で抑制さ れ , A P M Aで 活性化 され る こと
を示 し , M M Ps の 大動脈癖 に 対す る関与が 示 唆 さ れ る よ う に
な っ た . V in e ら
28)
は , 抗血 清を 用い た イ ム ノ ブ ロ ッ トに て , 大
動脈癌壁 ホ モ ジ ネ ー ト中に M M P-1, M M P-3 お よ び M M P-9 の
存在 を認 め , そ の 陽性症例数 は対照 の 動脈硬化 よ り 高頻度で
あ っ た と報告 した . これ に 対 し, He rr o nら
29)は , 大動脈癖壁組
織の 培養上清か ら ,
, ,
分子 量92,000好中球ゼ ラ チ ナ ー ゼ
"
( お
そ らく 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ = M M P-9 の こ と)を 同定 し, 栄養
血 管に そ の 免疫鼠織化学的局在を認め た が , 問質性 コ ラ ゲナ
ー
ゼ (M M P-1) は証 明 で き な か っ た と 述 べ た . 一 方 , Iriz arrア
ら
抑 は , 大動脈癌壁ホ モ ジネ ー ト か ら M M P-1 の 滞在型や分解
産物を イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 示す と共 に , 免疫蛍光法に て 外膜の細
胞 に M M P-1 の 存在を証明 し, 大動脈瘡壁 に お け る コ ラ ゲナ
ー
ゼ活性の 存在を裏付けるも の と した . さ ら に , 同 グ ル
ー プの
N｡ W rn a nら
31) ほ , MM P
-1 に 加え , M M P-3 の 存在をイ ム ノ ブ
ロ ッ ト で 示 し , そ の 産生細胞 と して , 増加 した マ ク ロ フ ァ ー ジ
と リ ン パ 球 を 重視 し た . こ の よ う に 大 動脈癌壁たおける
MM Ps の 存在が 指摘さ れ る よう にな っ て は い る が 断片的な報
告 しかみ られ ず , 未だ 充分 に倹 討 さ れ て い な い の が 現 状であ
大動脈癌に お ける マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア _ ゼ
る .
本研究 で は , 各種 M M Ps の 存在と局 乱 そ の 塵生細胞 の 同
定, M M Ps の 産生 , そ して 実際 の マ ト リ ッ ク ス 分 解活性 の 有
軋 イ ン ヒ ビタ ー の 関与 な ど , こ れ ま で 行 わ れ て い な か っ た
様 々 な角度か ら解析 を試 みた . 今回 の 免疫観織化学的検索で動
脈癒壁 に そ の 存 在 が 証 明 され た の は ▲ M M P-1, M M P-2,
M M P-9 で あ っ た ･ M M P-3 は, 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分を 直接
分解す る以外に , M M P-1, 8, 9 の 活性化作用も有する が32 ト 34),
免疫 組織化学 的 に は 存 在 が 認 め ら れ な か っ た . M M P-1,
M M P-2 お よび M M P-9 ほ 対照 と した 粥状動脈硬化巣と珊漫性
内膜肥厚に も認 め られ た が , 全体 に 滴漫性内膜肥厚で は 陽性細
胞数が比較的少数 で あ っ た . 大動脈癌 と窮状動脈硬化巣を比較
して差異が大きか っ た の は , M M P-1 お よび M M P-9 で , 大動
脈癌の 外膜 に おけ る増加 が 目立 っ た . 逆 に , M M P-2 で は両者
間の 違い ほ ほ とん ど認め られ ず , 特に 中膜 に お い て は溺慢性内
膜肥厚を含め た 3病変で同程度 の 高 い 陽性率を 示 して い た .
M M P-1 は線維性 コ ラ ー ゲ ン で ある Ⅰ型と Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ ン の 特
異的分解酵素であ り35), M M P-2 と M M P-9 ほ ゼ ラ チ ン や Ⅳ型お
よび Ⅴ型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素である 耶 T). M M P-9 ほ こ れ ら の 基
質以外 に Ⅲ型 コ ラ ー ゲ ン や Ⅰ塾 コ ラ ー ゲ ン の α2 鎖も 分解す る
こ とが で きる38)･ した が っ て , これ ら 3種 の M M Ps で 動脈壁の
主 な線経 で ある膠原線椎や弾性線維(後述) を分解す る こ と が
可能 で ある ･ 免疫 二重染色 の 結果か ら大動脈瘡の M M P-1 産生
細胞は , 主 に 泡沫化 した 内膜 の マ ク ロ フ ァ ー ジ , そ して , 内 ･
中膜の 平滑筋細胞の 一 部で ある こ とが 証明され , ま た , 外膜 の
マ ク ロ フ ァ ー ジ と , 外膜 に 多 数 み ら れ る H H F 35お よ び
H AM 56陰性の 紡錘形細月乱 すなわ ち , 線維芽細胞も M M P-1
を産生 して い る と考え られ た . M M P-2 に 関 して ほ t 内膜 の 泡
沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジ , 内 ･ 中膜の 平滑筋細胞 と , 外膜 の 線維芽
細胞 , マ ク ロ フ ァ ー ジ の 大 部分 に 陽性 で あ っ た . ま た ,
RoI℃a nic ら3g)はネ ズ ミ Tリ ン パ 球と 内皮細胞 の共存培養に おい
て Tリ ン パ 球に M M P-2 の 発現をみ て い るが , 本研究 に お い て
も内膜の Tリ ン パ 球 の 一 部に M M P-2 が認 め られ た . M M P-9
の 産生細胞は , 内膜 の 泡沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジと , 中 ･ 外膜の マ
ク ロ フ ァ ー ジお よ び好中球の 一 部 で あ っ た .
以上 を ま と め る と , 大動脈癌 で ほ 対照 と比 べ て M M P-1 と
M M P-9 の 増加 が 顕著 で あり , そ の 産 生 は , 総 じ て マ ク ロ
フ ァ ー ジに よ るもの が 多か っ た . マ ク ロ フ ァ ー ジは , 大動脈癌
の免疫染色で最も多数認め られ た 細胞 で あり , 大動脈療形成に
重要な役割 を果たすもの と考 え られ る . 次い で多く認め られ た
炎症細胞 は T リ ン パ 球で あ っ た . 単球が 活性化 T リ ン パ 球 と直
接接触す る と M M P-1, M M P-9 の 塵生 を誘導す る こ と が ,
Lacr azら
40)
に よ っ て 報告され てお り, T リ ン パ 球ほ M M P-2を
産生する他に 単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ の M M P-1, MM P-9 塵 生を
調節 して い るもの と推測 され る.
M MPs の 共 通 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る TI M Ps の う ち ,
TIM P-1 ほ免疫紅織化学的に 栄養 血管 の 内皮細胞 に 弱陽性 で
あっ たが , TIM P-2 ほ動脈癌壁に ひ ろく発現 し, M M P-2 と同様
の 局在を 示 すの で 産生細胞は泡沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジ , 内 ･ 中膜
の 平滑筋細胞 , 外膜の 線維芽細胞 , マ ク ロ フ ァ ー ジ と 思わ れ
た･ MM P-2 と TI M P-2 の 免疫二 重染色 では , 同 一 細胞 に 両者
斜陽性であり , 両 者の 密接 な 相互 関係が 示 唆 され る所見 で あ
る.
弾性線維 の 主要構成蛋白質である エ ラ ス チ ン は 大動脈壁で は
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乾燥重量の 50 %を 占め41), 動脈壁の 形態維持と弾性機能 の 発現
に 大切な役割を果た して い る
.
: 従 っ て , エ ラ ス チ ン の 分解は動
脈壁の 脆弱化の 原因と な り , 特 に 中膜弾性線維の 断裂 ･ 消失 は
動脈癌形成に 重要な意義をも つ . 本研究 での α-エ ラ ス チ ン ザ イ
モ グ ラ フ ィ 一 に よ る解析でほ 92k Da.83k Da,66k Da,60k Da と,
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ 一 に み られ た 活性 と同 じ分子 量に バ ン
ドが認め られ た ･ こ れ らの 活性 は , 前二 者が M MP-9 , 後 二 者
が M M P-2 に よ る活性 とみ な され る . M M P-2 およ び M M P-9
が ェ ラ ス タ ー ゼ括性を 有する こ とほ , Se nior ら42)に よ っ て 報告
され て い る ･ 最近に な っ て , O kada ら43】ほ ヒ ト 動脈平滑筋細胞
の 培養上清が ェ ラ ス チ ン 分解活性 を有 し て お り , そ の 活性 が
M M P-2 で あ る こ と を 示 し た . さ ら に , Kats uda ら㈹ は ,
T H P-1 細 胞 (ヒ ト 単 球/ マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞) 由来の
M M P-9 が, 実際 に 大動脈組織 の エ ラ ス チ ン を 分解する こ と を
ウ サ ギ 動脈中膜観織片と T H P-1 細胞の 共存培養に お い て 証 明
した ･ α-エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ ム で , 60k Da 未満に は活性が認
め られ なか っ た こ とか ら, エ ラ ス チ ン 分解活性を有するセ リ ン
プ ロ テ ア ー ゼ で ある好中球 エ ラ ス タ ー ゼ (27～ 31 k Da)佃 の 存在
は 証明され ず, こ れ は 免疫観織染色の 所見 と同様 の 結果であ っ
た ･ 最 乱 発見 され た ェ ラ ス チ ソ 分解括性をも つ M MP-1 2(メ
タ ロ エ ラ ス タ ー ゼ)
7) も , 滞在型 が 54k Da. 活性 型が 45k Da,
22k Da であ り, 培養上 清中に 分泌 さ れ て い る と い う証拠 ほ な
か っ た ･ 92k Da の 活性が最も明瞭 で あ っ た こ とは , 大動脈療壁
の エ ラ ス チ ン 分解に おけ る M M P-9 の 重要性を示 して い る . カ
ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で 認め られ た の は 77～ 94k Da の 間の
ごく淡い バ ン ドの み で あ り , こ れ は M M P-9 と考え られ た .
M M P-3, M M P-7(マ トリ ラ イ シ ソ) は 共に , よ り低い 分子量で
あ るた め , そ の 存在 は否 定的で あ っ た .
14C- 1 型 コ ラ ー ゲ ン を基質と して 測 定 した 大動脈癌壁組織培
養上清の コ ラ ー ゲ ン 分解活性は , 全 て が 感度以下であ っ た . 免
疫観織化学的に MM P-1 が認め られ た に もかか わ らず コ ラ ー ゲ
ン 活性 が 低か っ た 理 由 と して 巨 魁織 の コ ラ ー ゲ ン に 対 す る
M M P-1 の 親和性が非常に 高い た め , 培養上 清中に M M P-1 が
充分 回収 で き な か っ た 可 能性 や , 内 因 性 の イ ン ヒ ビ タ ー
(TIM Ps) に よ る影響が考え られ る1)46>. 14C一ゼ ラ チ ン を基 質と し
て ゼ ラ チ ン 分解活性を測定 した結果で ほ , 癖径 6c m 未 満の 大
動脈癌壁の 培養上帝に , 6c m 以上 の もの よ りも有意 に 高い ゼ ラ
チ ン 分解活性を認め た . 免疫阻織染色お よび ザイ モ グ ラ フ ィ ー
で 同 定 さ れ た ゼ ラ チ ン 分解活性 を 示 す プ ロ テ ア ー ゼ は よ
M M P-2 と M M P-9 で あり , 今回 測定 され た ゼ ラ チ ン 分解活性
は , 両者の 活性の 複合と み なす こ と が で きる . 直線回 帰分析で
得 られ た , 大動脈癒壁の 小さい もの ほ どゼ ラ チ ン 分解活性が高
い と い う傾向は , ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ 一 に おい て癌径が 小
さい もの ほ ど潜在型 M M P-9 の ゼ ラ チ ン 分解バ ン ドの 幅が 広
が っ た とい う結果 と よく相関 して い る . 癌径 6cm 未満 の 大動
脈癌壁 の ゼ ラ チ ン 分解活性が粥状動脈硬化巣よ り高い 傾向に あ
り , また , 滴漫性内膜肥 厚と比較す る と 有意 に 高か っ た こ と
も , ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ 一 に おけ る潜在塑 M M P-9 の 活性
と 一 致 した所見 で ある . aH-エ ラ ス チ ン を 基質 と した エ ラ ス チ
ン 分解活性 の 測定 で は , 有意 な活性 は得 られなか っ た . 光学顕
微鏡お よ び電子顕微鏡 に よ る観察で 大動脈瘡壁の 弾性線維(エ
ラ ス テ ン) が分解 ･ 消失 して い る にもか かわ らず, エ ラ ス チ ソ
分解活性 が認め られなか っ た こ とは , 測定法の 感度に よ る 問題
も考え られ , さ らに検討す る必要がある . 3H- Cm - Tfを 基 質と
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した 分解活性 は , わ ずか な 症例で 認め られ た が , い ず れも低値
で あり, M M P-3 陰 性の 免疫観織染色 や カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ
フ ィ ー の 結果 と矛盾 しな い もの で あ っ た .
サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ る 組織 培養 上 清 の
M M Ps 定量で ほ , M M P-1, M M P-2, M M P-9 ともに測定開催以
上 の 酵素の 存在 を認 め た れ M M P-3 は ほ と ん どの 病変 に お い
て感度以下であ り , 増感法に よ る再検 でわ ずか に 測定 しえた .
大動脈癌壁 の M M P-1 量に つ い て は ∴対照の 粥状動脈硬化巣,
硝漫性内膜肥厚よ り高値 で あり , こ れ は免疫組織染色 の 結果と
も 一 致 して い た . 培養上 帯中の コ ラ ー ゲ ン 分解活性が観察 され
な か っ た に もか か わ らず , M M P-1 の 増加が認 められ た こ とは ,
培養上 清中に 存在す る TI M Ps の 影響を 示 唆 して い る . なか で
も TIM PTl は, TIM P-2 に 比 べ MM P-1 を8.8倍低濃度 で阻害
す る
¢) こ と か ら重要 で ある と考え られ るが , 実際 , 大 動脈瘡培
養上溝中の TIM P-1 は粥状動脈酎ヒ巣 , 濁漫性内膜 肥厚 に 対 し
有意に 上昇 して い た . M M P-2 量ほ , それぞれの 病変で差異が
な く , 免疫組織染色 お よび ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ ィ ー と 矛盾 し
な い 結果 で あ っ た . M M P-2 と関連の 深い TIM PT2 は, 免 疫組
織染色で多数認め られた に も関わ らず低値であ り , その 原 因と
して , 滞在型 M M P-2と複合体を形成 した TIM P-2 は ほ と ん ど
測定する こ と が で きな い と い う測定法上 の 特性が考え られ た .
M M P-9 量 は , 大動脈癖に お い て 粥状動膿硬化巣 よ りや や 高い
債向を 示 し , ま た , 溺渡性内膜肥厚よ り有意に高く , 免疫艶織
染色や ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー の 所 見 と 一 致 し て い た .
M M Pr9 と TIM Ps と の 関連を述 べ る と , TIM P-2 は TIM P-1
より1.2倍低濃度 で M M P-9 を阻害 し6), 一 方 , TIM P-1 は滞在
型 M M P-9 と複合体を形成す る こ とが 知 られ て い る
3 8)
.
一 般 に ,
生体内で の M M P活性 ほ , TIM Ps との 間に 不 均衡が生 じた 場
合 に作用す る と考 え られ , そ の 観 点か ら , Br opby ら
17) ほ I
TIM Pの 減少 が大動脈癌に お け る酵素活性の 増加 に 寄与 して い
る と主 張 して い る . しか しな が ら , 本研究で は , それ を支持す
る明 らか な証拠 は得 られな か っ た .
本研究の 所見を総合す る と , M MP-1 と M M P-9 が大動脈癌
で増加 して お り , そ の 産生は マ ク ロ フ ァ ー ジが 主 体を な して い
た . M M P-1 に つ い て は t 培養上 清 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性 が 認 め
られ ず , TI M Ps に よ り阻害 されて い る と考え られ る こ と か ら,
大動脈組織 で十分に 作用 して い る か どうか ほ 疑問で ある . 一
方, M M P-9 は, エ ラ ス チ ソ 分解活性を有 し, ま た , 免疫組織染
色や培養上帝中の 定量に て 大動脈癌に おけ る増加が 示 され ると
ともに , ザ イ モ グ ラ フ ィ ー と ゼ ラチ ン 分解活性の 測定 に て 大動
脈癌径 の 小 さ い も の ほ ど強く作用 して い る こ とが 明 らか に され
た . こ の こ と は M M P榊9 が大動脈癌 , 特に そ の 初期病変 の 形成
に 重要な役割 を果た して い る こ とを 強く 示唆 して い る . こ の 癌
径 と ゼ ラ チ ナ ー ゼ活性 との 負の 相関 ほ , 過 去に 報告 され た 癌径
と コ ラ少ナ ー ゼ 活性が 正の 相関を示 す とい う報告21〉26) と 一 見相
反す るよ うに 思え る が . Zarin sら23)や Po w ell ら2
5)の 主 張す る よ
うに 大動脈の 拡大 に対す る反応と して コ ラ ー ゲ ン 分解活性 が克
進 してい るの な らば, 大動脈癖形成 の 原因と して 働 い て い る エ
ラ ス チ ソ 分解が , 逆に癌径の 小さ い 段階で強い こ とも説明 しう
るか も しれな い . 本研究 で認め られ た大動脈癌壁 の 著明な弾性
線推崩壊や , 以前より報告 されて い る大動脈癌壁 の エ ラ ス チ ソ
量の 減少 , 相対的 ゴ ラ ー ゲ ン 量の 増加とい う事実
l)2)25)18)は , これ
を支持す る所見 と思わ れ る .
M M P-9 の 大動脈癖形成に関す る役割を ふ ま えれ ば, 臨床 的
な応用も考える こ とが で きる . 大動脈癌 に は急速な拡大を示 す
もの と , 長期 に わ た っ て その まま の 大きさ に と ど ま るもの があ
り瑚 , ま た , 癌径 が小 さ い に もか か わ らず破裂 を生 じ る 例も認
め られ るが 50), 大 動脈癌症例 の 血 中の M M Ps 測定 に よ っ て 癖径
の 急速 な拡大や破裂 の 危険性 を予見 しう る か も しれ な い . ま
た , 癌径 の 小 さい 時に M M P-9 が大動脈の 弾性線維 を破壊 して
大動脈痛 が形成 され る とすれ ば , そ の 時期に イ ン ヒ ビタ ー を投
与する こ と に よ っ て 癖 の 進展が 阻止できる 可能性もある . これ
らの 臨床応用も含め , 大動脈癖 と M M Ps の 関係 に つ い て ほ今
後 さ らに 検討す る必要がある .
結 論
動脈硬化性腹部大動脈瘡壁巌織 に お け る M M P-1, M M P-2,
M M P-3, M M P-9 と , そ の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る TI M P-1,
TI MP-2 に つ い て よ 免疫組織化学的局在の 解析 , そ の 産生細胞
の 同定 , 組織培養上清中の 産生量と酵素活性 の 測定を行い■, 拡
張を伴わ な い 動脈硬化 と比較 ･ 検討 し, 次 の 結果を 得た .
1 . 大動脈癌壁 の 光学顕微鏡お よ び電子顕微鏡的観察に おい
て , 内 ･ 中膜 , 特 に中膜 の 弾性線維の 著 明な 破壊像が認め られ
た .
2 . 免疫組織化学的 に , M M P-1 は大動脈癌壁内膜 の 泡沫化
した マ ク ロ フ ァ ー ジ , 内 ･ 中膜の 平滑筋細胞 の 一 部 , また . 外
膜の 線推芽細胞 と マ ク ロ フ ァ ー ジ に 陽性で あ っ た . M M P-2 と
TIM P-2 はI M M P-1 と類似 の 分布を 示 した が陽性細胞数 がよ
り多数であ っ た . M M P-9 は , 内膜の 泡沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジと ,
中 ･ 外膜の マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び野中球の 一 部に 染色 され た ･
M M P-3 は全例陰性 で , TIM P-1 は栄養血管 の 内皮細胞 に 弱陽
性を 示 すの み で あ っ た . 非拡張性動脈硬化と比較 して 明らか な
増加 が認め られ た の ほ M M P-1 と M M P-9 で あり , そ の 産生ほ
マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ るもの が多 か っ た .
3 . 覿織培養上清を 用 い た ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で ほ ,
92k Da, 83k Da, 66k Da, 6 0k Da に バ ン ドが 出 現 し , 前 二 者 ほ
M M PT9, 後 二 者ほ M M PT2 に よ る活性 とみ な され た . 滞 在型
M M P-9 と思わ れ る 92kDa の バ ン ドは , 大動脈癌に お い て幅が
広く , 特 に , 癌 径 の 小 さ い も の ほ ど幅広 い 傾向 が あ り ,
MMP-2 の バ ン ドは t ほ ぼ 一 定 で あ っ た . α- エ ラ ス チ ン ザ イ モ
グ ラ フ ィ ー で は , ゼ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー と同様の 分子量
の バ ン ドを認 め , 92k Da が最 も明瞭であ っ た . カ ゼ イ ン ザイ モ
グ ラ フ ィ ー で は , 77～ 94 k Da に M M P-9 と思わ れ る淡い バ ン ド
を認.め た .
4 . 組織培養上清 の ゼ ラ チ ン 分解活性 ほ , 癒 径 と の 間に ,
Y = 7.037- 0,67 4Ⅹ(r = 0.366, P<0 月5) の 有意な相関があり , 癖
径 6c m 未満の 大動脈療(4.47土3.67u/g) が , 6c m 以上 の もの
(0.97 土1.27u/g)よ りも有意に 高 い 括性を有 して い た(P < 0･ 1)･
ま た , 癖 径 6c 皿 未満 の 大 動脈癌壁 は , 禰 漫 性 内膜 肥 厚
(0.46±1.1 3u/g)と 比較 して も有意 に 高い ゼ ラ チ ン 分解活性を示
した(P < 0. 1). ェ ラ ス テ ン , コ ラ ー ゲ ン , ト ラ ン ス フ ェ リ ソ の
分解活性 に お い て は l 有 意な所見 を得 られ な か っ た .
5 . 阻織培養上帝中の M M P-1 量 は , 大 動脈癌壁(0･1 24 土
0.080n m ol/g)が , 湘状動脈硬化巣(0.063 土0.054n m ol/g)よ りも
有意に 高値を 示 して い た (P < 0. 5). また , M M P-9畳も , 大動
脈癖壁 (0.1 45 士0.103n m ol/g) が 濁 漫性 内膜 肥 厚 (0･022 士
0.041n m ol/g) よ り 有意 に高値 で あ っ た (P<0.01). MM P-2 量
ほ , 大動脈癌壁(0.161 土0 ∬70n m ol/g)と対照 の 間に 有意差ほ な
大動脈癌 に おけ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア _ ゼ
く, M M P-3量ほ い ずれ も低値 で あ っ た . TIM P-1量は , 大動脈
瘡壁 (1･036 ±0･639n m ol/g) が 粥状動脈硬化巣(0.409 ±0,278
n m ol/g)∴浦漫性内膜肥厚(0.397±0.331n m ol/g)の 双 方 に 比 べ
て , 有意に 高値を 示 した(い ずれ も P< 0.01). TIM P-2 は 全体に
低値 で あ っ た .
以上 の こ と か ら , 大動脈瘡壁 で は , M M P-1 お よ び M M P_9
が増加 して お り , 掛 こ マ ク ロ フ ァ ー ジか ら産 生さ れ る M M P-9
が , エ ラ ス チ ソ お よび 他の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分を 分解する
こ とに よ っ て大動脈瘡の 発生t 特に 初期病変 の 形成に 重要な役
割を果た して い る こ と が 示唆 され た .
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Key w ords abdo minala ortic an e uryS m, a血erosclerosis･ m atrix m etalloproteinase,tissuei nl1ibitor ofm etalloprotein ases
A bstra ct
Aortic an euryS mis char aCterized by dest ru C tion of the extra cellular m a B
･
ix of the aorta. In order toevaluat ethe roles of
m atrix m etallopr oteinases(M M Ps)and tissue inhibitors of m etalloproteina s e s(TI M Ps)in athero sclero tic aneurys m al
fbrm adon ofhu m an aOrta, im m un Ohistoche mistry, Zym OgTaphic a nalysIS a nde nzym e assay w er eperform ed o n5 1aortic
dssues:30abdo min al aortic an eurySmS(A AA)and 13 undilateda ortaswi tha血ero m at ou splaque(A P)obtained at surgery,
a nd8a ort aswi th diffuseintim al th icke ning(D IT)from au topsy･ Light and electron micro sc opic obse rvations o n aJleuryS m al
Walls show ed m arked degradation of m edialelasticlam e11ae ･ Im m un Ohist ∝hemically, M M P-1(intersdtalc ollage nase)w as
l∝ alized infoa my m acr ophages oftheintim a, S m O Othm u scle c e11s oftheintim a and m edia, and 仇roblasts andm acrophages
Ofthe adv end tiain A A A･ M M P-9(gelatinaseB)w asfbund m ainlyinfbamy m aCrOPhages ofintim a, and m acr ophages and a
little n eutrophils of the m edia and adve ntitia･ M M P-2(gelatin aseA)a nd T I M P- 2 w ereloc alized in a similarpatte mtO
MMP-1･ T IM P-1 w a s w e aklyloc aliz edtothe e ndothelial cells of v asava s o r u m, a nd MM P-3(StrO m elysin -1) w as
undetectable･ M M P-1 and M M P-9 w ereim m un 010C alizedin agreater n u mber ofc ells suchas m acrophagesin A AA than in
A Pand D IT･ Geladn z ymOgraPhy uslng the culture m edia of 血e aortic tissu es sho w edgelatin olytlC a Ctivitieswith92 k Da,
83k Da, 66kDa and 60 kDa, thefo rm er tW O C OnSideredtobe M M P-9, andthelatterto be M M P-2･ 7 belysisbands at92
k Da regarded as apre curs orfbm Of M M P-9 w ere more e xtensivein A A A, e SpeCiallythose with a s mal1 diam eter, thanin
the undilated aortas･ Wh ile the lysis bands co nsideredto be M M P-2 w e r e c o n s t an t･ α -elas tin zym ogr aphy sho w ed the
PreSenC e Ofelastin olytic activity with1the s am e m Olec ular W eight asgelatingelsin theculture m edia 丘･O m the aortic tissu es.
On caseinzym ography･ afbw faintlysis bands at7 7-94 k Da c onsideredto be M M P-9 w ereshow n･ W ith1 4C-gelatin as a
Substrate
,
a CtlVlty C O uldbe detectedin the m edia ofA A A, a nd thelev els w er e slgnincantly higherin the s amPle s缶om the
an euryS m Wi ths mall diam eter(<6c m)(4･47 ±3･67 u/g)than those fro m thelarge-dia meter an e uryS m(OV er6cm)(0.97 ±1.27
u/g)(P<0･05)･ T hein v erse c orrelation ofgelatin olytic activity with 血e dia m eter of the a neurys m wa sdetected(Y =7.037-
0･674X
,
r胡 ･366,P<0･05)･ The m edia負●o mthe s mal1-diam eter an e uryS m also sho w edsignific an tly higher activitythanthos e
fro mD I T(0･46±1･13 u/g) (P<0･01)･ No signi丘c an t aCtivities c o uld be detected with 3H -elastin , 14C -C Ollage n and 3H -
C arbo xym ethylated b
･
a n Sfbrrin as as ubstrate･ Am o u n ts of M M P- 1 s e c r eted in the culture m edia m ea sured by sandwich
enzym eim m un OaSSay Were Signi 丘c an tly higherin A ÅA(0.124 ±0.080nm ol/g)血an in A P(0.0 63 ±0. 54n m ol/g)(P<0.05).
T helevel of M M P-9 w as significan tly higher in A A A(0.1 45 士0･103 n mol/g)thanin D IT(0.02 2 ±0.04 1n mol/g)(P<0.01).
T here w ere n o slgni ac an tdi飴 renc e s amOng M M P-2 le vels of the s amPles打o mA A A, A Pand DI T. T helevelof TI M P-lof
the s amPle fro mA A Aw as slgnific andy higher than that魚
･Om A P and PI T. TYle a m OuntS Of M M P-3 a nd TI M P-2 in all
gro ups werev ery10 W･ T hese res ults sug gesthatM M P-1 and M M P-9in creasein the an e urySm alaordc w all, andthatM M P-
9･in pardc ular whenproduced mainly by m acr ophages, plays animportan trOlein e arly an e uryS m al for m ation ofaorta,
degradingelastin and other extracellular ma由 xc o mpo ne nts･
